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膀 胱 癌 にお けるLascrscanningcytometryによる
DNAploidyの解析:P53タ ンパ クの過剰 発 現 と
7番 染 色体 の異 数性 との関係 につ い て
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THE RELATIONSHIPS AMONG DNA PLOIDY TYPE DETERMINED 
 BY LASER SCANNING CYTOMETRY, THE OVEREXPRESSION 
   OF p53 PROTEIN AND THE NUMERICAL ABERRATIONS 
        OF CHROMOSOME 7 IN BLADDER CANCER 
           Kenji KAWAMURA, Ryosuke IKEDA and Koji SUZUKI 
         From the Department of Urology, Kanazawa MedicalUniversity
   The cellular DNA content of certain malignancies i regarded as a prognostic parameter. The 
mutant p53 is thought to destabilize centrosome r plication, which leads to aberrant mitosis and 
chromosome instability. We investigated the relationship among DNA ploidy pattern type, numerical 
aberrations of chromosome 7 and  p53 overexpression in 20 transitional cell carcinomas of the urinary 
bladder. 
   The DNA ploidy pattern type was determined by laser scanning cytometry, while p53 
overexpression was investigated immunohistochemically. Using fluorescence in situ hybridization 
with chromosome-specific probes, the copy number of chromosome 7 was counted by touch 
preparations of interphase nuclei. The cytometric analysis revealed that the DNA patterns were 
highly correlated with both the numerical aberrations of chromosome 7  (p=0.0002) and the 
overexpression fp53. The incidences of  p.53 overexpression i  DNA aneuploid tumors and DNA 
diploid ones were 78% and 10%, respectively  (p=0.0017). Our results suggest that the 
overexpression f abnormal p53 protein induces DNA aneuploidy in bladder cancer. 
                                             (Acta Urol. Jpn.  46: 377-383,2000) 
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            overexpression
緒 言
前 世紀末Boveriによって,は じめて染色体異数性
と癌 との関連が提唱 された.そ の中でBoveriは,異
常 増殖 とい う癌 の特 性 は染色体 の欠損 または獲得 に
よって生 じる とい う仮説 をたて た1)実 際,Bloom
症候群,ataxiatelangiectasia,Li-Fraumeni症候群,
Wemer症候 群な どの遺伝 的に染色 体の不安定性 が増
加 してい る疾患 を持つ ヒ トでは癌 の発生率が非常 に高
いとされ る2)ま た,ほ とん どの癌細胞 は染色体異数
性 を示 し,そ の程度 は腫瘍 の末期 になるほど増加す る
とされている3)
p53遺伝子は細胞 の増殖 をコン トロールす る癌抑制
遺伝子 であ り4),ヒトの癌 において最 も変異 して いる
遺伝 子で ある5'6)p53の欠失 または変異 はあ る種の
染色体不安定性,す なわち遺伝子増幅,染 色体 の倍数
性 の変化 な どと強い相 関がある7'8)例えばp53の
欠失 がある場合,遺 伝子増幅の頻度 は数百倍～数千倍
に増加 す る9>逆 に腫 瘍細 胞に野性 型p53を 導入す
ると遺伝 子増 幅が抑制 される9)ま た,ヒ トの さまざ
まな腫瘍 の研 究か らp53の 変異 または欠失 と染色 体
異数性 の発現 との強い相 関が示 されている且o'11)
膀胱癌 はgrade1:表在性腫瘍 の ような きわめて予
後良好 な ものか ら,grade3:浸潤性 腫瘍の よ うな予
後不 良の もの まで,そ の悪性度 浸潤性 は種 々の もの
がある.こ れ らの悪性度 浸潤性 を規定す る因子 は,
現時点 では病理組織学的検討が 中心である.膀 胱癌の
悪性 度 ・浸潤性 を規定す る因子 と しては,染 色 体解
析,フ ローサ イ トメ トリー,細 胞増殖因子,癌 遺伝子
と癌抑 制遺伝子 な どが現 在 まで に報告 され て きて い
る12・13)また,膀 胱 癌 は他 の多 くの固形癌 と同様 に
遺伝子異 常 の蓄積に よ り14>,異常増 殖 な らび に浸潤
性 をしめす こ とが予想 されている15'16)




対 象 と 方 法
1997年12月か ら1999年6月まで に手術 した膀胱腫瘍
20例を対象 とした(Tablel).対象 は男性19例,女性
1例で年齢 は49～83歳,平均68.0歳であ った.手 術方
法 は膀胱全摘除術9例,経 尿道 的膀胱腫瘍切除術ll例
で あ り,病 理組織学 的検討 で は,Gl:4例(pTa:4
例),G2:8例(pTl:5例,pT2:3例),G3:8例
(pTl:4例,pT2:3例,pT4:1例)で あった.検
体 は摘除後す ぐに,液 体窒素で凍結 し 一80℃で保存
した.
1.Leserscanningcytometry(LSC)解析 に よ る
DNAploidyの検討
組織 をシ ランコーテ ィングス ライ ドグラスに組織を
押 しつ けtouchsmearを作成 した.標 本 の固定 は,
4℃,100%エ タ ノー ル で10分間行 った.そ の 後,
RNase200mg/mlを含 むpropidiumiodide(PI)50
μg/mlで細胞核 を染色 しLSCを 用 いてDNAploidy
の解析 を行 った13)
PIによ り細胞核 を染色 した後,lo分でDNAhis-
togramは安定 した.そ こで,PI染 色後10分以 降に
LSCで測 定す るこ とに した.1回 の測定 カウ ン ト数
は5,000細胞 以 上 を 目標 と した.得 られ たDNA
histogramは付属 のプログラムで解析 した17)
2.Fluorescenccinsituhybridization(FISH)法
組織 をシランコーテ ィングス ライ ドグラスに押 しつ
けtouchsmearを作成 した.30分間冷風風乾 した後・
室温で75mMKCIに10分 間浸漬 して低張 処理 を し
た,そ の後,4℃ の カル ノア固定液 に10分間浸漬 して
固定 し冷風乾燥 させ た.っ ぎに,PBS(一)に5分 間
浸漬 し,0.005%ペプ シンで室温5分 間処理 し,エ タ
ノールで脱水乾燥 させ た.DNAプ ローブ は7番 染色
体 に特異 的 な α一サ テ ライ ト特 異 的DNAプ ローブ
CEP7-SpcctrumOrange(Vysis社)を用 いた,染 色
体DNAの 変 性 は75℃ の 変 性 溶 液(70%
formamide/2XSSC)で5分間 浸 漬 し,プ ロー ブ
DNAの 変性 は75℃5分 間行 った.DNA変 性後 の
プ ローブ と標本核DNAを 約16時間42℃ でハイ ブリ
ダイズ させ た.対 比染色 はDAPIII(Vysis社)を用
い蛍光顕微鏡でX1,000油浸で観察 した.
3.組 織免疫染色 によるp53タ ンパクの解析
Lscを用いてDNAploidyの解析 を行 った同 じ標
本 にp53タ ンパ クの免疫 染色 を追加 した,前 処 置 と
して クエ ン酸バ ッフ ァー内で電子 レ ンジ800Wで8
分間3回 の抗原賦活化処理 を行 った.そ の後,内 因性
ペルオキシダーゼ阻害 と正常 ウシ血清 アルブ ミンを反
応 させ たが,染 色 はenvision(DAKO)を用 い て
行 った.一 次 抗 体 はp53タ ンパ ク抗 体(DO-7,
DAKO,USA)を 使用 した.一 次抗体 の反応 時間 は
4℃,overnightとした.発 色 には,3一ア ミ ノー9エチ
ルカルバ ゾール(AEC),核 染色 にはヘ マ トキ シ リン
を使用 した。 この染色標本 を鏡検 し,腫 瘍細胞 をカウ
Tablel.TherelationshipamongDNAploidy,overexpressionofp53andnumericalaberrationsof
chromosome7


































































































































































20 69 M TUR TCCGl pTaNOMO tetraploid 21.0 tetrasomy
TOTAL:totalcystectomy,TUR:transurcthralrescctionofbladdertumor,TCC:transitionalcellcarcinQma.
川村,ほ か:膀 胱癌 一DNAploidy
ン トし,そ の うちの陽性細胞の 占め る割合をlabeling
index(以下LIと 略 す)と して算 出 した.p53タ ン
パ クの過剰発 現 はLI:20%以上 を陽性 と定義 した.
また,陰 性 コ ン トロール と して一次抗 体の かわ りに
MouseIgG2a(negativecontro1:0ncogene)を使用
した.
4.1.SCによるp53タ ンパ クの細胞 周期 ごとの発 現
の解析
LSCは,ス ラ イ ドグラス上 に静置 され た細胞集 団
をレーザ ーで高速走査する装置であ る.ス ライ ドグラ
ス標 本を用 いることに より,顕 微鏡にて形態観察が可
能であ るとい った特徴 を持 って いる13'L7)LSCを用
いてDNAploidyの解析 を行 った同 じ標本 にp53タ
ンパクの免疫染色 を追加す ることに より,そ れぞれの
細胞 を画面上 に呼 び出 し,そ の細胞がp53タ ンパ ク
陰性 か陽性か判断す ることがで きる.す なわち,細 胞
周期 ごとのp53タ ンパ クの発 現 を検討 するこ とが可
能で ある.p53タンパ クの発現 を認めた症例 において
LSCを 用いてp53タ ンパ クの細胞周期 ごとの発現 を
検討 した.統 計解析 はカイ2乗 検定 を用いた.
結 果
lLescrscanningcytometry(LSC)解析 に よ る
DNAploidyの検 討
全 例 でDNA量 の 測 定 が 可 能 で あ り,変 動 係 数 は
2.5から7.oで平 均4.4であ っ た.DNAdiploidを20例
中10例,DNAaneuploidを20例 中9例,DNAtetra-
ploidyを20例中1例 に 認 め た.DNAploidyと 腫 瘍

























DNAploidyと7番 染 色 体 の 異 数 性 の 関 係 に つ い て
Table3に示 す.DNAdiploidで は,10例 中9例 が7
番 染 色 体 はdisomyで あ り1例 の み7番 染 色 体 がdis-
omyとtrisomyが 混 在 す る 症 例 を 認 め た.DNA
ancuploidでは,9例 中8例 がtrisomyま た はtri-
somyとtetrasomyが混 在 す る パ タ ー ン で あ り,1例
の み7番 染 色 体 がdisomyの 症 例 を 認 め た.DNA
tetraploidの1例は7番 染 色 程 はtctrasomyであ っ
た.DNAdiploidで は7番 染 色 体 はdisomyを し め
し,DNAaneuploidで はtrisomyまた はtrisomyと
tetrasomyを示 し,DNAaneuploidに お い て7番 染
色 体 の 異 数 性 を 認 め る 率 が 高 か っ た(カ イ2乗 値=
13.51,df=1,p==O.OOO2).
3.組 織 免 疫 染 色 に よ るp53タ ン パ ク の 解 析
DNAploidyとp53タ ン パ ク の 過 剰 発 現 の 関 係 に
つ い てTable4に 示 す.DNAdiploid群 で は10例 中
9例 がLI:O～3%とp53タ ン パ ク 陰 性 で あ っ た
が,1例 の み69%と 陽 性 の 症 例 を 認 め た.DNA
aneuploidでは,9例 中7例 にp53タ ン パ ク の 過 剰 発
現 を 認 め た.DNAtetrapioidの1例 もp53タ ンパ ク
20%の 染 色 率 で あ っ た.DNAdipioidで はp53タ ン
パ ク 陰 性 が90%で あ り,DNAaneuploidで はp53タ
ン パ ク 陽 性 が77.8%で あ り,明 ら か にDNAaneu-
ploidtumorでp53タ ン パ ク 陽 性 率 が 高 か っ た(カ
イ2乗 値=9.83,df=1,p=0.0017).
4.LSCに よ るp53タ ン パ ク の 細 胞 周 期 ご と の 発 現
の 解 析
Fig.1にDNAaneuploidの症 例(transitionalcell
carcinoma:TCC,G2,pT2,症 例16)を 示 す.
DNAindcxl.89のaneuploidpeakを持 つ 腫 瘍 で あ
る が,7番 染 色 体 の 数 的 異 常 を 認 めtetrasomyとtri-
somyの 混 在 す る パ タ ー ンで あ っ た.図 に は7番 染 色
体 の ス ポ ッ トが4,3,5と 不 安 定 で あ る 部 位 を 示 す
ま た,p53タ ン パ ク 陽 性 で あ り,塩 基 配 列 の 解 析12)
で は,exon7,codon249のArg(GGA)がSer
(TGA)と な っ て お りpointmutationを認 め た.こ
の 症 例 に お い てLSCを 用 い てp53タ ンパ ク の 細 胞 周
期 ご と の 発 現 の 解 析 を 行 っ た.Propidiumiodide
fluorescencepeakのhighpeakの部 位 に リ ン パ 球 を




















































定 し た.DNAaneuploidの症 例 に お い て は,DI
l.89のDNAaneuploidのピークが確認 で き,そ の
4n(G2M期)で あ るDI3.78の部位 に大 きな腫瘍細
胞 を確認で きた(Fig.2).グラフ上 のそ れぞれの細胞
をコンピー一タ画面上で呼び出 し,腫 瘍細胞の形態観
察が可 能であ りp53タンパ クの陽性率 を検討で きた.
Table5に細胞 周期毎 のp53タ ンパ クの染色率 を示
すDNAaneuploidでは,DNAdiploidのpopula-
tionがあ まり染色 されずDNAaneuploidのpopula-
tionにp53タンパ クが染色 される もの を7例 中5例
に認めた.DNAdiploidのpopulationも染色 された
ほか の2例 はDNAdiploidのpopulationとDNA
aneuploidのpopulationが均一 に染色 され るものが
1例,も う1例 はDNAdiploidのpopulationにお
いてG2M期 に特異的に染色 され る症例であ った.
DNAtetraploidyでは,DNAtetraploidyのpo-
pulationに選 択的 に染色 され た.DNAtetraploidy
で は,小 型の細胞で あるearlyGl期にp53タ ンパク
陽性細 胞 を多 く認め た.一 方DNAancuploidではS
期 か らG2期 に染 色率 の ピー クがあ り大 型の細胞 に


























































































































































































































膀胱癌の染色体数 の異常について,細 胞分裂 間期細
胞 核 でFISH法 を用 い た検 討が な されてお り,1,
7,9番,ll,17番の数的異常 が比 較的高頻度 におこ
る異 常 と して報 告 され て い る18'19).今回,DNA
aneuploidと7番染色体の異数性 の問に強 い相関 を得
たが,Waldmanら18)は膀胱癌 において7番 の染色体
の数的異常 は癌細胞の悪性度 や組織深達度 と良 く相関
している と報告 してい る.7番 染色体 にはcpidcrmal
growthfactor(EGF)が存在 しその数的増加 が腫瘍細
胞 の増殖能,浸 潤能 に関与 している可能性 が示唆 され
てい る.DuesberugDは染色体 の数的増加 に よ り正常
遺伝子の量的な増加が生 じ癌化す ると説明 している.
染色体の異常獲得 もしくは欠損 は,癌 遺伝子 の活性化
もしくは癌抑制遺伝子の欠失 に関連す ると考 えられ,
発癌 との関連が強 く示唆 される19>
また,今 回の結果で は,p53タンパク過剰発現の症
例 にDNAaneuploidと7番染色体 の異数性 を認め る
傾 向が あった.こ れに関 して は最 近,p53がG2/M
チェ ックポイ ン トに も関わってい るとい う予測が証明
されている.14-3-3δ遺伝子がp53に よって転写誘導
されることがわか り,発 現 された14-3-3δタンパ クが
Cdc25Cホス ファターゼ とい うタンパ クを細胞核か ら
細 胞質へ移行 させ る ことによってM期 への進行 を阻
止 し,細 胞 をG2消 に停止 させ るこ とが示 された20)
p53の異常がG2/Mチ ェックポイン ト機能 を障害 し,
染色体異数性 を生 じさせ る可能性が考 えられる.
また,p53ノ ックアウ トマ ウス由来の線維 芽細胞で
は培養 してか ら数回の分裂 を過 ご しただけで異常 な中
心 体(centrosome)数を示す10'11)染色体 は紡 錘糸
の端 に結合 し,細 胞 の中央に並 んだの ちに両極の中心
体に向かって移動 して2つ に分配 される.こ の制御機
構 に異常が起 これば癌細胞特有の染色体数の異常 が観
察 されるこ ととなる.p53は染色体分配 に主要な役割
を果たす 中心体の数 を決定す る制御 因子の一つである
といわれ10'11'20)p53の異常が染色体数 を不安 定化 さ
せ癌化へ の潜在 能力 を高 め るこ とになる と考 え られ
る10'll)膀胱癌 において もこの染色体 の異数性 が癌
化 に大 き く関 与 して い る可 能 性 が 指 摘 され て い
る15・16・18)
細胞周期 ごとのp53タ ンパ クの解析 につい ては,
DNAaneuploid例のDNAdiploidpopulationより
DNAaneuploidpopulationの方がp53タ ンパ ク陽
性率が高 い と報告 されてい る2D今 回のp53タ ンパ
クの細胞周期 ご との染色率の解析 において,特 徴的で
あったの は,1。DNAaneuploid例におい てDNA
diploidpopuiationよりDNAaneuploidpopulation
の方 がp53タ ンパ ク陽性率 が高い傾 向を認 めた.2.
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DNAaneuploid例で はGl期 か らS期,さ らにG2
期 にか けてp53の 染色率が上昇 してい る症例 を多 く
認 めた.3.DNAtetraploid例で は,小 型 の細胞 で
あ るearlyGl期にp53タ ンパ ク陽性細胞 を多 く認め
た こ とであ る.特 に,DNAtetraploidでearlyGl
期 にp53タ ンパ ク陽性細 胞 を多 く認 め た こ とと,
DNAaneuploid例でS期 か らG2期 の細胞 にp53タ
ンパ ク陽性細胞 を認めたことは相反す る結果 の様 に思
われる.こ れらの ことにどの ような意味があるのか は
不 明であ る.し か し,DNAtetraploidの症例 は,核
が均一で病理診医 は移行上皮癌Glと 判断 してお り,
また,染 色体7番 もスポ ッ トが2個 と4個 に正確 にわ
かれてお り,有 糸分裂 が一応安定 してい ると考 え られ
る.そ れに比べ て,DNAaneuploidでは,有 糸分裂
は不安 定になってお り,例 えば7番 染色体数は,3個
か ら5個 の間で不安定になっている症例 を認めた.今
後,p21な どとの細胞周期上での関係,さ らには変異
型p53,野生型p53の 細胞周期 にお ける発現 な どを
検討 してい く必要があ ると考 えている.
染色体の不安定性 は多 くの癌細胞 に見 いだ される共
通の特徴である.均 等 な染色体分配 を維持する監視機
構(ス ピン ドルチェ ックポイ ント)の 失活が,染 色体
数の異常 を引 き起 こ し,癌 化,あ るいは癌進行に深 く
関連す る可 能性 が示唆 されて きてい る22'23>膀胱癌
で は,組 織学 的にgrade3:浸潤性腫 瘍において高率
にDNAaneuploidを認 め,膀 胱癌悪性度診断上,ま
た予後因子 として極めて重要な検査法であることが報
告 されてお り15'16'24),今後,ス ピ ン ドルチェ ックポ
イ ン トの解析が膀胱癌 において重要 にな って くると考
える.
結 語
膀胱 癌 にお いてp53タ ンパ クの過剰発現 と染 色体
7番の異常,な らびにDNAaneuploidyに相 関 を認
めた.し たがってp53の異常 が染色体数 の異常 にか
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